lllllttiMlllllllHlU«lllll»IHUIIIttlllHIIBtll 



(i?) BUNDESREPUBLIK ® 

Offenlegungsschrift 
©DE 19835 856 A 1 



DE UTS CH LAND 



® Int. CI. 7 : 

C 07 H 21/00 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



(S) Aktenzeichen: 
(2) Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



19835856.3 
7. 8.1998 
17. 2.2000 



(O 
If) 
00 

lf> 

CO 

00 
O) 

UJ 

a 



@ An m elder: 


® Erfinden 


Roth, W. Kurt Priv.-Doz. Dr.med., 65185 


gleich Anmelder 


Wiesbaden, DE; Drosten, Christian, 60486 




Frankfurt, DE 


@ Entgegenhattungen: 




EP 5 69 237 A2 


© Vertreter 


EP 523 557A1 


Tledtke, Buhling, Kinne & Partner, 80336 Munchen 


WO 97 40 193 A2 


WO 91 10 746 A1 




WO 90 13 667 A1 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unteriagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zum Nachweis von HBV 

(57) Es wird ein Verfahren zum Nachweis von HBV in dner 

Probe beschrieben, welches den Schritt des Aussetzens 

der Probe einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) umfa&t, 

wobei das durch die PCR zu amplifizierende DNA-Stuck 

einem bestimmten Teil des HBV-Genoms enlspricht. Das 

Verfahren ist auf besondera Weise auf das sogenannte 

Taqman ^-System angepaBt. Hierzu werden ferner spe- 

ziell angepaBte Primerpaare und .Na^weissondenzur/ 

Verfugung gestellt 
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Besehreibung 

Die vorliegcnde Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Hepatitis B-Viren (HBV) in einer Probe mittels 
der Polymerase-Kettenreaktion (PGR). Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Oligonukieotid-Prirner und -Sonden, 
5 Kontroll-Piasmide sowie -Sonden sowie Test-Kits, die zum Einsatz fur den PCR-Nachweis von HBV besonders gut ge- 
eignet sind. 

Der Nachweis von HBV mittels DNA-Technik, insbesondere mittels Nukleinsaure-Amplifikationsreaktionen und hier 
vor allem iiber die PCR, gewinnt zunehmend an Bedeutung im Vergleich zum herkommlichen Antikorper-Nachweis im 
Bereich Diagnoslik und Tberapie. Als Einsalzgebiel solcher diagnosdscher Verfahren komml beispielsweise die TVans- 

10 fusionsmedizin in Frage, wo der Aufbau von auf PCR basierenden Verfahren zur routinemaBigen Untersuchung von 
Spendermaterial auf das Vorhandensein von HBV ein starkes Bedurfnis darstellL Dabei ist neben den ublichen Anforde- 
rungen an virologische molekulardiagnostische Systeme, wie eine hone Empfindlichkeit, eine Erfassung aller Virus- 
stamme eines Virusryps sowie eine hohe Validitat des Verfahrens wegen des hohen Probendurchsatzes, ein besonderes 
Augenmerk auf die Geschwindigkeit und die Praktikahilitat der Arbeitsablaufe zu richten. 

is Neben dem Einsatz im Blutspendewesen findet die PCR zum Test auf HB V-DNA in verschiedensten weiteren medi- 
zinischen Gebieten Anwendung. So ist beispielsweise der Nachweis von HBV in der intemistischen Therapiekontrolle 
von unverzichtbarem Wert, da mittels der PCR eine Quantifizienmg des Virusgehaltes im Blut erreichbar ist. Ein weite- 
res Beispiel fur den Nachweis von HBV mittels PCR ist die Diagnoslik der chronischen Hepatitis-B-Infektion. Hier kann 
ein falsch negatives Ergebnis in der virologischen Diagnoslik, das regelmaBig in Verbindung mit einer bestirnmten Vi- 

2 p^-qi sjnutante auftritt, durch Nukleinsaurenachweis vermieden werden. 

\ Nachweisverfahren flir HBV mittels der PCR-Technik wurden bisher bereits von einer Reihe von Autoren beschrie- 
; ben; siehe z. B. O. Yukosuka in: "Diagnostic Molecular Microbiology" (D. H. Persing et al., Hrgs.), American Society of 

j / Microbiology, S. 322-326 (1993); A. Erhardt et al. in "J. Clin. Microbiol." 34(8), S. 1885-1891 (1996); P P. U. Gang 

^^ng-et aL in "Blood" 81(4), S. 1083-1088 (1993). 

25 Ein gcncrclics Problem bcim Nachweis von HBV mittels PCR-Tcchnik stcllt die Variability der DNA-Scqucnzcn vcr- 
schiedener HBV-Genotypen dar, die in die Genotype A, B, (\ D und F unterteilt werden konnen und fur die representa- 
tive Einzelisolate iiber die folgenden GenBank-Zugangsnuminern zuganglich sind: 

X 69798, D 00329, M 54923, J 02203, X 65257, V 01460, 
30 X 65258, X 65259, X 59795, X 02496, X 97848, D 23684, 
D 23682, D 23681, X 51970, X 80925, X 80926, X 80924, 
D 50522, M 32138, X 75665, X 75656, X 75658, X 75663, 
X 75657, V 00867, X 59795, S 50225, D 50521, D 50489, 
D 16667, D 1666, X 97851, X 97850, X 97849, X 98077. 

35 

Dabei besteht die Schwierigkeit, fur das Primerpaar und ggf. fur die bezuglich des Amplikons spezifische Oligonu- 
kleotid-Sonde geeignete homologe Sequenzen unter den verschiedenen Isolaten auszuwahlen, urn einen positiven Nach- 
weis aller HBV-Genotypen zu ermdglichen. 

Ungeachtet der bekannten Nachweisverfahren hat die PCR-Reaktion zum Nachweis von HBV noch keine weite \fer- 

40 breitung gefunden. Neben der vorstehend genannten Schwierigkeit ist der Grund hierfur in dem zeitlichen und personel- 
len Arbeitsaufwand fur die Durchfuhrung des Verfahrens zu suchen. Besonders die Analyse des Reaktionsproduktes 
stellt ein Problem dar, das die Verwendung der Polymerase- Kettenreaktion bislang spezialisierten Laboratorien vorbe- 
halt: Bei alien bisher beschriebenen HBV-Nachweisen mittels PCR, einschlieBlich der zur Zeit verfugbaren Automatisie- 
rungsansatze, folgt auf die eigentliche PCR-Reaktion eine Reihe von weiteren Bearbeitungsschritten. Diese erforderli- 

45 chen zusatzlichen Schritte bergen die Gefahr einer Kontamination. Insbesondere bei den zur Zeit ublichen Detektions- 
verfahren zum Nachweis des amplifizierten Produktes werden im Zuge des Offhens der ReaktionsgefaBe DNA-Frag- 
mente in Aerosolfonn freigesetzt, die nachfolgende Reaktionen falschlicherweise positiv erscheinen lassen. Zum Auf- 
wand fur die Vermeidung von falsch-positiven Ergebnissen durch die PCR, s. z. B. S. Kwok und R. Higuchi in "Nature", 
vol. 339, S. 237-238 (1989). 

50 Demnach besteht die Aufgabe der Erfindung darin, ein Verfahren zum Nachweis von HBV in einer Probe auf der 
Grundlage einer Polymerase-Reaktion (P( IR) zur Verfiigung zu stellen, welches relativ HB V-Genotypen-unspezifisch ist 
und somit die gangigen HBV-Varianten erfafit, und welches einen empfindhchen, schnellen und auch fur die Routine 
praktikablen Nachweis mit moglichst geringer Kontaminationsgefahr erlaubt. 

Ciegenstand vorliegender Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von HBV in einer Probe gemaB Anspruch 1. Da- 
55 bei entsprichl das durch die PCR zu amplifizierende DNA-Siuck einem leil des HBV-Genoms, der im Bereich von der 
Position 242 bis zur Position 482 des HBV-Genoms, gezahlt von der einzigen EcoRI-Schnittstelle im HB V-Genom, liegt. 
Bevorzugte Ausfuhrungsforrnen des Verfahrens sind in den Wnteranspriichen 7x1 Anspruch 1 definiert. 
Weitere Gegenstande betreffen ein Oligonukleoud gemaB Anspruch 16, eine Oligonukleotid-Zusammensetzung nach 
Anspruch 19, ein Plasmid nach Anspruch 22 sowie ein Test- Kit nach Anspruch 23, namlich Gegenstande, die zum Ein- 
60 satz im erfindungsgemaBen PCR- Verfahren zum Nachweis von TIRV hervorragend geeignet sind. 

Als Basis fur die vorliegende Erfindung wurde eine Konsensus-Sequenz unter den bekannten HBV-Varianten ermit- 
telt, die in dem Sequenz-Listing-Protokoll als SEQ ID Nr. 1 angegeben ist. Ausgehend von dieser Konsensus-Sequenz 
wurde dann derjenige konservierte DNA- Bereich zur AnipLili/ierung mittels PCR ausgewahlt, der die aufgabengemaB 
gewiinschte PCR-Reaktion erlaubt. Die gezielte Auswahl des durch die PCR zu arnplifizierenden DNA-StUcks aus dem 
65 Teil des HBV-Genoms, der im Bereich von der Position 242 bis zur Position 482 und insbesondere im Bereich von der 
Position 340 bis zur Position 431 des HBV-Genoms liegt, ennoglieht ein besonders empfindliches und effizientes und da- 
bei besonders kontaminationsarmes PCR-System unter Erfassung aller bekannter HB-Virusstamrne. 

Der besonderc Vortcil der Erfindung besteht dcmcntsprcchcnd darin, daB das auf das spczicllc Amplikon abziclcndc, 
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erfindungsgemafie PCR-Verfahren den Einsatz des sog. TaqMan-Systems erlaubt, welches an sich bekannt ist (s. z. B. K. 
J. Livak et ai in "PCR Methods Appiic." Bd. 4. S. 357-362 (1995); Lyamichev et al. (1993)). 

Nach diesem TaqMan-Ptinzip definieren zunachst dcr Forward- bzw. Sense-Primer und der Reverse- brw. Anri sense- 
Primer wie bei einer ublichen PGR das zu amplifizierende DNA-Stiick (Amplikon). Dariiber hinaus wird eine Oligonu- 
kleotid-Sonde eingesetzt Eine Besonderheit dieses Systems besteht darin, daB die Oligonukleotid-Sonde bereits zux 5 
PCR-ReakLion zugegeben wird. Die Amplikon-spezifische Oligonukleolid-Sonde isl ani 5 -Ende mil einem Fluoreszenz- 
Reporter R und am 3*-Ende mit einem Flureszenz-Quenchcr Q gekoppelt. Nach Anbindung der so markierten Oligonu- 
kleotid-Sonde an die komplementare Sequenz des Amplikons wird die vom Reporterfarbstoff emittierte Huoreszenz in- 
folge Energietiansfer durch den Fiuoreszenz-Quencher Q gequerichL Die vom Quencherfarbsloffeuutlierte Huoreszenz 
wird nicht detektiert Bei der Polymerisation des Amplikons ini Zuge der PGR erfolgt eine zumindest teilweise \ferdran- 10 
gung der markierten OHgonukleotid-Sonde vom Strang, verbunden mit einem Abbau Oligonukleotid-Sonde durch die 
der DNA-Polymerase eigenen S-S-Exonuklease-Akuviiai, wonach der Reporter R und der Quencher Q separat in L6- 
sung vorliegen und das Quenchen des Reporters unterblcibt. Nach Lichtanregung, vorzugsweise mittels Laser, kann nun- 
mehr die vom Fluoreszenzf arbstoff R emittierte Fluoreszenz detektiert werden; es kommt zu einem Nettoanstieg der Re- 
porter-Fluoreszenz. Die Messung kann mit diesem Sysicm wahrend oder unminelbar nach der eigentlichen PCR-Reak- 15 
tion erfolgen, erfordert daher keine weiteren Arbeitsschriue. 

Alternative Ausfuhrungsformen zu diesem TaqMan-Gnmdprinzip sind ohne weiteres moglich. So konnen beispiels- 
weise die Positionen des Reporter- und des Quencher- Farbstoffs an den jeweiligen Enden der Oligonukleotid-Sonde ver- 
tauscht oder in Zwischenpositionen des Oligonukleotids vcrlagert werden. 

Als Fluoreszenz-ReporterfarbstofT eignet sich beispielsweise 6-Carboxy-Fluorescein (FAM), Tetrachloro-6-carboxy- 20 
Fluorescein fTET), 2,7-Dimethoxy-44-dichlor-6-carboxy-Fluorescein (JOE) und Hexachloro-6-carboxy-Fluorescein 
(HEX), und als Huoreszenz-QuencherfarbstofF eignet sich beispielsweise 6-Carboxy-lfetramethylrhodamin (TAMRA), 
wobei die FarbstofFe uber an sich bekannte Methoden an das gewunschte Ende der Oligonukleotid-Sonde kovalent ge- 
bunden sind (der Reporter-Farbstoff typischerweise an das 5*-Ende und der Quencher-Farbstoff Ublicherweise an das 3 - 
Ende des Oligonukleotids). Entsprcchcndc Dctcktorcn konnen die emittierte Fluorcszcnz bestimmen, z. B. im Wcllcn- 25 
langenbereich zwischen 500 und 660 nm. 

Obgleich das beschriebene TaqMan-System fur das errindungsgemaBe \ferfahren besonders bevorzugt ist, kann der 
Nachwcis von HBV auch auf andcrc Wcisc erfolgen, insbesonderc durch das Anbindcn cincr Oligonuklcotid-Sondc an 
die durch die PCR amplifizierte DNA-Sequenz, wobei die Sonde dann eine geeignete Markierung tragt, beispielsweise 
eine radioaktive Markierung, eine hericornjrdiche^upFei^n7-Markierung oder eine immunchemisch oder eiektroche- 30 
misch detektierbare Ilapten-Markierung. Es kannferner eine sehr einfache Verlaufskontrolle der PCR erfolgen durch 
Einsatz von dsDNA-spezifischen Huoreszenzfarbstoffen wie Ethidiumbromid oder SYBR™ Green L 

Es kann auch ansteUe einer einzelnen Oligonukleotid-Sonde ein Sondenpaar eingesetzt werden, das unter Hybridisie- 
rungsbedingungen am Amplikon benachbart zu liegen koiiimt, und folglich ein Fluoreszenz-Donor am 3-Ende (oder 5 f - 
Ende) der einen Oligonukleotid-Sonde auf dem Amplikon benachbart zu einem Ruoreszenz-Akzeptor am 5 -Ende (bzw. 35 
3'-Ende) der anderen Oligonukieotid-Sonde lokalisieri ist. Bei einer solchen In-situ-Detektion erfolgt die Fluoreszenz- 
messung nicht uber das Aufheben eines Fluoreszenz-Quenchens, sondern die vom Ruoreszenz-Donor emittierte Huo- 
reszenz wird - falls die amplifizierte DNA-Sequenz vorliegt - zur Anregung auf den Ruoreszenz-Akzeptor der benach- 
barten Oligonukleotid-Sonde mittels Ruoreszenzresonanz-Energietransfer iibertragen. In diesem Fall wird demnach der 
Ruoreszenz-Donor mit einer geeigneten Lichtquelle angeregt, wobei eine einfache Lichtquelle wie eine LED ausreicht, 40 
wahrend die vom Ruoreszenz-Akzeptor emittierte Ruoreszenz schlieBlich gemessen wird. Wie beim TaqMan-System 
wird auch bei diesem Ansatz sowohl die Amplifikation als auch die Ruoreszenz-Detektion in demselben, geschlossenen 
Reaktionsbehalter vollzogen, was die Kontarninationsgefahr stark mindert, da das ReaktionsgefaB zur Detektion nicht 
geoftiiet werden muB. 

Als ein weiteres Beispiel fur ein sehr gut geeignetes Nachweissystem ist der Einsatz der sogenannten "molecular bea- 45 
cons" zu nennen. Dieses System wird beschrieben von A. S. Piatek in "Nature Biotechnology", 16(4), S. 359-363 (1998). 

Es hat sich herausgestellt, daB zum erfindungsgemaBen TIB V-Nachweis mittels Oligonukleotid-Sonden solche Oligo- 
nukleotide eingesetzt werden konnen, die entweder zu deni einen oder zu dem anderen Strang des Amplikons komple- 
rnentar sind. 

Die vorliegende Erfindung ist besonders auf das TaqMan-System angepaBt, wobei es neben der Auswahl der HB V-Ty- SO 
pen-unspezifischen Konsensus-Sequenz insbesondere auf die Wahl der geeigneten Oligonukleotide sowohl hinsichtlich 
der Primer als auch hinsichtlich der bereits in der PCR-Reaktion einzusetzenden, Amplikonsequenz-spezifischen Sonde 
ankommt Um unter der Voraussetzung, daB die bekannlen HBV-Sequenzvariationen nachgewiesen werden konnen^ ei- 
nen TaqMan-Ansatz zu erlauben, welcher ettizient und fur den Routineeinsatz zuverlassig arbeitet, sind erfindungsge- 
maB foigende Bedingungen weiter bevorzugt: 55 
Die zu amplifizierende DNA (das Amplikon) sollte relaliv kurz sein und vorzugsweise eine Lange von 50 bis lOOBasen- 
paare aufweisen. Auf diese Weise kann die Extensionszeit bei relativ niedriger Temperatur kur/. gewahlf. werden. Das fur 
die PCR eingesetzte Primer-Paar weist vorzugsweise eine gleiche Schmeiztemperatur (errechnet Ober die "nearest 
neighbour"-Methode) oder eine um hochstens 2,5°C unterschiedliche Schmeiztemperatur auf. Der Schmelzpunkt der 
Oligonukleotid-Sonde sollte eine Schmeiztemperatur mil weisen, die hoher, beispielsweise mindestens 5°C und vorz.ugs- 60 
weise mindestens 10°C uber dem Schmelzpunkt der Primer liegt. Die Schmeiztemperatur der Primer liegt dabei geeig- 
neterweise im Bereich von 55°C bis 65°C, vorzugsweise im Bereich von 58°C bis 62°C und insbesondere bei 59°C bis 
60°C. Die Lange der Primer betragt vorzugsweise 18 H:iscn oder mehr und liegt beispielsweise im Bereich von 18-25 
und insbesondere im Bereich von 20-24 Basen. Um unspczifische Prirner-Bindungen zu reduzieren, werden ferner sol- 
che Primer bevorzugt, die ein relativ instabil bindendes 3'-Knde aufweisen. Folglich werden solche Primer bevorzugt, bei 65 
denen die Summe aus G-Nukleotiden und C-Nukleotiden in den letzten fiinf am 3'-Ende gelegenen Nukleoriden den 
Wert 2 nicht Ubersteigt Fur die Oligonukleotid-Sonde ist bevorzugt, daB das auf die Fluoreszenz-Reporter-Markierung 
folgcndc Nuklcotid nicht Guanin ist, da die von dem Fluorcszcnz-Rcportcr emittierte Fluorcszcnz ofFcnbar auch durch 
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die Base Guanin gequencht werden kann und somit ein nicht erwiinschtes Autoquenching hervorruft. Ferner sollte die 
Oligonukleotid-Sonde gute Hybridisierungs-Charakteristika aufweisen, die beispielsweise darauf beruhen, daB der GC- 
Gehalt zwischen 45 und 55% liegt, einen uber die gesanite Sondenregion mdglichst konstant gehaltenen Schmelzpunkt- 
verlauf aufweist und einen Gesamtschmelzpunkt ergibt, der uber den Primer-Schmelzpunkten liegt. Ferner sollte eine 
5 Komplementaritat der freien 3'-Enden der Primer zur Sonde verniieden werden, da in diesem Fall die Primer an der Son- 
densequenz verlangert wurden und die Oligonukleotide fur die Reaktion ausfielen. Es ist somit zu bedenken, dafi der Pri- 
mer, von dem die Strangentfernung der Sonde ausgeht, nicht bei hoherer Temperatur als die Sonde anlagern darf, denn in 
diesem Falle wiirde die schon beim Abkiihlen einsetzende Synihese des komplementaren Stranges die Sondenanlage- 
rung verhindern. Die Wahl eines hohen Primer-Sehiiielzpunkles ware ein probates MiUel, in der Priinerbindungs-Region 
to vorkommende variable Positionen durch eine verringerte Bindungs-Stringenz auszugleichen. Im ThqMan-System ist 
diese Moglichkeit wegen der ohen beschriebenen Hrtbrdemisse nicht gegeben. Soil ein virologischer 'lest aufgebaut wer- 
,/j den, sollten also auch im Primer-Bereich variable Positionen umgangen oder auf andere Weise ausgeglichen werden. 

Unter Beachtung der vorstehend beschriebenen, geeigneten Bedingungen besteht eine besonders vorteilhafte Ausge- 
||| staltung des erfindungsgemaBen Verfahrens darin, daB als PC! R -Primer Oligonukleotide mit der SHQ ID Nr. 2 sowie SHQ 

15 ID Nr. 6 eingesetzt werden. Darin einzuschlieBen sind Sequenzhomologe dieser Oligonukleotide mit der MaBgabe, daB 
diese Sequenzhomologe unter den gewahlten PCR-Bedingungen ein mit der zu amplifizierenden DNA spezifisches 
DNA-Hybrid bilden konnen. Wie aus der Sequenzdarstellung in SEQ ID Nr. 2 ersichtlich, bestehen beziiglich dieses 
Sense- bzw. Forward-Primers geringftigige Variabilitaten, namlich durch das Vorhandensein oder das Weglassen der 
Base C am 5-Ende, der Wahl zwischen C und G fur N u der Wahl zwischen C und T fur N 2 sowie der Wahl zwischen C 
20 und T fur N 3 . Diese Altemativen resultieren aus den Variationsmoglichkeiten der HB V-Konsensussequenz. 

Vorzugs weise wird als Sense-Primer eine Zusammensetzung aus Oligonukleotiden eingesetzr, die die Oligonukleotide 
mit den SEQ ED Nrn. 3, 4 und 5 umfassen. Diese als "Wobble-Primer" zu bezeichnende Ansammlung von Oligonukleo- 
tid-Primern stellt damit sicher, daB aile gangigen HBV-Subrypcn erfaBt werden. 
Kombiniert mit diesem besonderen Sense- und Antisense-Primerpaar hat sich vor allem der Einsatz einer Oligonu- 
25 klcotid-Sondc mit der SEQ ID Nr. 7 oder der zu dicscr Scqucnz komplementaren Scqucnz als besonders wirksam crwic- 
sen. Entsprechend der ublichen Vorgehensweise nach dem TaqMan-Prinzip ist diese Oligonukleotid-Sonde am einen 
Ende, vorzugsweise am 5-Ende, mit einem Fluoreszenz-Reporler und entsprechend am jeweils anderen Ende, d. h. vor- 
zugsweisc am 3-Endc, mit cincm Huorcszcnz-Qucnchcr markiert. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung stellt vorteilhafl eine interne Validitatskon- 
'M 30 trolle zur Verfiigung. Diese Kontrolle basiert auf dem Problem, daB im Zuge der Testung von Probenmaterial mit Hilfe 

der PGR bei einem Ausbleiben eines Reaktionsproduktes nicht folgerichtig auf ein negatives Ergebnis der Reaktion ge- 
schlossen werden kann. Denn biologische Proben, wie beispielsweise im Blutspendewesen eingesetzte Plasma-Pools, 
konnen Substanzen enthalten, die den Ablauf der Reaktion so we it behindern, daB eventuell in der Probe vorhandenes Vi- 
rusmaterial unentdeckt bleibt (bei Plasma-Pools in der Regel bei 1% der getesteten Proben). Solche Substanzen werden 
35 als PCR-Inhibitoren bezeichnet, und dieses Problem erfordert die Durchfuhrung einer Inhibitionskontrolle fur jede ein- 
zelne Reaktion im Rahmen eines Testdurchlaufs, wie von R. W. ('ohen et al. beschrieben in: "J. Glin. Microbiol." 30(12), 
S. 3185-3189 (1992). 

Im Rahmen vorliegender Erfindung wird fur eine solche Kontrolle in der PGR eine Kontrollsequenz koamplifiziert 
und gleichzeitig mit der Amplification der HBV-spezifischen Sequenz durchgefiihrt, um zusatzliche exteme Kontrollan- 

40 satze zu vermeiden. Da nur bei identischen oder nahezu identischen Zielsequenzen davon ausgegangen werden kann, dafi 
gleiche Amplifications bedingungen herrschen, sollte entsprechend die tatsachliche Virussequenz zur Kontrolle herange- 
zogen werden. Die koamplifizierte Kontrollsequenz ist somit zumindest in der Primerregion mit der zu amplifizierenden , 
HBV-Sequenz homolog, wobei auch die Amplikonlange entsprechend gleich sein sollte. Um aber ein positives Kontrol- 
lergebnis mit dem eventuell in der Probe vorhandenen Wildtyp- Virus zu unterscheiden, wird zweckmaBigerweise in die 

45 zu amplifizierende Kontrollsequenz, die dem zu untersuchenden Bereich des HBV-Genoms homolog ist, eine geringfu- 
gige Mutation zur Differenzierung gegenuber dem Wildtyp-Ansatz eingefuhrt, 

Foiglich ist vorzugsweise die zur Kontrolle koamplifizierte Kontrollsequenz mit Ausnahme der zum Hybridisierungs- 
nachweis herangezogenen Sondenregion mit der zu amplifizierenden HBV-Sequenz identisch, wahrend die Kontrollse- 
quenz mit einer fur den mutierten Bereich spezifischen Oligwtnikleotid-Sonde nachgewiesen wird. 

50 Die fur eine solche Kontrollsequenz eingefiihrte Mutation kann im Prinzip willkiirlich sein. Eine Basenkomposidon 
fur die Kontrollsequenz, die speziell auf das Verfahren nach dem TaqMan-Prinzip abgestimmt ist und gleichzeitig eine 
^ moglichst geringe Abweichung von der Originalsequenz erfordert, ist durch die Sequenz nut der SEQ ID-Nr. 8 wieder- 

gegeben. 

Selbstverstandlich sind dabei Seqrer!7varianten bzw. -modiiikationen wie Insertionen, Deletionen, Inversionen oder— 
„ , ¥ 55 dergleichen umfafit, mit der MaBgabe, daB diese moglichen Setjuenzvarianten mit dem Sequenzbereich von Position 47 

bis Position 138 der SEQ ID Nr. 8 identisch sind. Dieser relevanie Sequenzbereich der Positionen 47 bis 138 entspricht 
somit dem bevorzugt zu amplifizierenden HBV-Genombereich von Position 340 bis Position 431 mit den entsprechen- 
den Sense- bzw. And sense- Primer- Paaren (vgl. SEQ ED Nrn. 2 b/.w. 3, 4 und 5 sowie 6). Spezifisch fiir diese Kontrollse- 
quenz ist die mutierte Sondenregion im Bereich der Positionen 77 bis 100. In Verbindung mit dieser spezifischen Kon- 
60 trollsequenz ist somit eine Kontroltsequenz-spezifische Oligontikleotid-Sonde mit der SEQ ID Nr. 9 oder eine zu dieser 
Sequenz komplementare Sequenz einzusetzen. 

Um den Kontroliansatz vom HBV-Wildtyp-spezifischen Nachweis in ein und demselben Ansatz auch hinsichtlich der 
Detektion unterscheidbar zu machen, sollte die Kontrollsequenz-spezifische Oligonukleotid-Sonde eine andere Markie- 
rung tragen als die HBV-spezifische Oligonukleotid-Sonde. Dies geschieht nach dem bevorzugten TaqMan- Ansatz ge- 
65 eigneterweise durch eine andersartige Fluoreszenz-ReporterMiirkierung, wonach eine Differenzierung infolge unter- 
■^i schiedlicher Licht-wellenlangen-Emission moglich ist T wahrend die Fluoreszenz-Quencher-Markierung beider Sonden- 

arten gleich sein kann. Geeignet ist beispielsweise eine Fluoreszenzmarkierung von 5'-FAM sowie 3-TAMRA bzgl. der 
HBV-Wildtyp-spczifischcn Sonde und cine Fluoreszenzmarkierung von 5-TETodcr 5'- HEX sowie 3-TAMRA bzgl. der 
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Kontrollsequenz-spezifischen Sonde. Die fur die interne Validitatskontrolle nutzliche Kontroilsequenz ist geeigneter- 
weise in einem Plasmid enthalten, wobei ein DNA-Stiick mil der Sequenz von SEQ ID Nr. 8 oder die genannten Se- 
quenzvarianten davon uber gangige und bekannte Methoden in ein ubliches Plasmid inseriett ist Dieses Plasmid kann 
zur Kontrolle zusammen mit der zu untersucbenden Probe i n dern gleichen Amplifications- Ansatz eingesetzt werden. £s 
hat sich im Rahmen experimenteller Untersuchungen herausgestetit, daB eine Inhibitionskontrolle ohne Verschlechte- 5 
rung der Sensiuviialsgrenze des PGR- Assays dann besonders zuverlassig uioglich ist, wenn die Kontroilsequenz, bei- 
spielsweise das diese Sequenz enthaltende Plasmid, fiir den Koamplifikations-Ansatz nur in einer niedrigen Startkopien- 
zahl eingesetzt wird, etwa mit 20 Kopien oder weniger, vorzugsweise mit 15 Kopien oder weniger und insbesondere mit 

r . ■ 10 Kopien oder weniger. 

Ein weiterer Schutz vor Produkt-Kontaminationen bietet die an sich bekannte \ferwendung des Uracil-N-Glycosylase- 10 
Systems, siehe M. C. T^ongo et al. in: "Gene", Bd. 93, S. 125-128 (1990). Des weiteren ist es vorteilhaft, etwas DMSO, 
beispielsweise 04 bis 1,5% (v/v), in den PCR-Ansatz mit hineinzugeben. 

|H Desweiteren stellt die vorliegende Erfindung die oben spezifizierten Oligonukleotide zur Verfugung, die als Primer 

oder Oligonukleotid-Sonden fiir den PCR-Ansatz gemh'B der bevorzugten Ausfuhrungsform besonders gut geeignet sind. 

Diese fur den HB V-Nachweis mittels PGR besonders geeigneten Mittel betreffen somit den Sense-Primer mit SEQ ID 15 
Nr. 2 bzw. das entsprechende Triple-Gemisch von SEQ TD Nr. 3. 4 und 5, und den Antisense-Primer mit SEQ ID Nr. 6, 
sowie Primer-Zusammensetzungen von Oligonukleotiden mit diesen Sequenzen. Ferner sind dies die als Oligonukleotid- 
Sonden einzusetzenden Nukleotidsequenzen von SEQ ID Nr. 7 (HBV-Wildtyp-spezifisch) sowie SEQ ID Nr. 9 (kontroil- 

"f: spezifisch), wobei diese Oligonukleotid-Sonden geeigneterweise wie oben beschrieben markiert sein konnen. Diese Oli- 

gonukleotid-Primer und/oder Oligonukleotid-Sonden konnen je nach Wunsch in entsprechenden Oligonukleotid-Zusam- 20 
mensetzungen zusammengefaBt sein. 

-~ 5 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung besteht in einem Test- Kit zum Nachweis von HB V, welcher min- 

destens eine solche, wie beschriebene, Oligonukleotid-Zusammensetzung, vorzugsweise mit alien erforderlichen Pri- 
mern und Sonden, und ferner fiir eine PCR-Reaktion erforderliche Nukleotide und eine hitzestabile DNA-Polymerase 
enthalten. In der bevorzugten Ausfuhrungsform cnthalt der Test-Kit femer das oben beschriebene Kontroll-Plasmid so- 25 
wie die Kontroll-Hybridisierungs-Sonde zurinternen Validitatskontrolle. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand folgender, jedoch nicht beschrankender Beispiele naher erlautert 



Beispiel 1: Durchfiihrung des Wildtyp- Assays 
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Als experimenteller Beleg zur Wirksamkeit des Wobble-Primers wurden zum IIBV-spezifischen Nachweis zwei Re- 
ferenz-Seren als Proben herangezogen: einmal ein Eurohep- 1-Referenzserum fur HBV-Genotyp A, zum anderen ein Eu- 
rohep-2-Referenzserum fur HBV-Genotyp D. Fur den Wildtyp-Assay wurde folgendermafien vorgegangen: 
Ein Reaktionsvolumen von 50 ul enthalt lXTaqMan-Puffer A (lOX-Puffer = 500 mM KCl, 100 mM Tris-IICl pll 8,3, 
0,1 mM EDTA, 600 nM 6-Carboxy-X-Rhodamin), 6 uM Mg Cl 2 , 200 nM dATP, dCTP und dGTP (jeweils), 700 nM 35 
dUTP, 150 nH Oligonukleotid-Primer (SEQ ID Nr. 3 oder 4 als Sense-Primer und SEQ ED Nr. 6 als Antisense-Primer), 
100 nM Oligonukleotid-Sonde (SEQ ID Nr. 7), 2 U Ui acil-N-Glycosylase und 1,25 U thermostabile DNA-Polymerase 
(Ampli-Taq Gold™). Die Oligonukleotid-Sonde ist am 5*-Bnde mit FAM und am 3'-Ende mit TAMRA markiert. Nach 
Extraktion von Patientenserum rnit dem Quiagen™- Viral- RN A- Kit (Quiagen, Hilden) wurde in die Reakiion 10 ul Ex- 
trakt eingebracht und nach folgendem Prograrnm im Perkin-Elmer 7700-Sequence-Detection-System analysiert: Prain- 40 
kubation 50°C fiir 2 min und 95°C fur 10 min. anschlieBend drei Zyklen bestehend aus 95°C fur 15 s und 60°C fiir 45 s, 
gefolgt von 42 Zyklen bestehend aus 93°C fur 5 s und 60°C fur 20 s. 

Der Vergleich der Sensitivitat des Assays mit Genotyp A-Referenzserum und mit Genotyp-D-Referenzserum zeigt 
k^ine signifikante Differed in den erhaltenen Resultaten. Somit wurde gezeigt, da8 eine einzelne Basen-Fehlpaarung die 
Sensitivitat des Assays unbeeinfluBt laBt. 45 

Ferner wurde belegt, daB bei Einsatz der Sense-Primer mit SEQ ID Nr. 3, 4 und 5, geeigneterweise zu gleichen Teilen 
eingesetzt, eine alle HBV-Genotypen erfassende DNA-Amplifikation gestattet, wobei die Sensitivitat sehr hoch ist: 
Nachweisbar sind in diesem optimierten TaqMan-System et wa 5 bis 10 Kopien HBV, die in dem Probenansatz vorliegen, 

Beispiel 2 50 

A) HerstelluDg der Standardsequenz durch gerichtete Mutagenese 

Die Durchruhrung der experimentellen Schritte orientiert sich an fruheren Erfahrungen der eigenen Arbeitsgruppe, s. 
B. Ruster el al. in: "Analytical Biochemistry" 224, S. 59T600 (1995). 55 

Ein extrahiertes Hepatitis-B-Referenzserum (Eurohep I, Eurohep 2, 1 : 1 gemischt) wurde unter folgenden Bedingun- 
gen amplifiziert. 50 ul Reaktionsvolumen mit der Zusammensetzung: 

10 mM Iris-HQ, pH 8,8; 10 mM KCl; 0,002% Tween 20™, 80 uM dATP, dTTP, dCTP, dGTP (jeweils); 400 nM Primer 
HBVsil (ACTCGTGGTGGACTTCTCTC), 400 nM Primer HBVSOAS (ACGACGGACCACACTGACCAGTCAAC- 
CAGGACAAGTTGGAGGACA), 1 U UlTma™ DNA-Polymerase und 5 pi Serumextrakt. Erhitzen auf 80°C fiir 60 
10 min. Zugabe von 1,25 mM MgCl 2 , Erhitzen auf 95°C fiir 2 min. AnschlieBend 5 Zyklen 94°C fur 25 s, 55°C fiir 30 s, 
70°C fur 30 s und 40 Zyklen 94°C fiir 25 s und 68°C fiir 45 s. 

AnschlieBend wurde das gleiche Material unter gleichen Bedingungen amplifiziert, allerdings mit Primern HBVSOS 
(TGACTGGTCAGTGTGGTCCGTCGTTTATCATCTTCX 7TX TTCATCCTG) und HBV5 (ACTAGTAAACT- 
GAGCCAGGAGAAAC). 65 

Beide Produkte wurden nach Elektophorese aus eine in Agarosegel mit dem Gene-Clean- II- Kit, Dianova, Hamburg, 
eluiert und vereinigt. 10 ul des Vereinigungsproduktes wurden folgenden Reakuonsbedingungen unterworfen: 10 mM 
Tris-HCL, pH 8,8; 10 mM KCl; 0,002% Twccn 20™; HO uM dATP, dTTP, dCTP, dGTP (jewcils); 1,25 mM MgCl 2 . 10 
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Zyklen 94°C rur 15 s und 68°C fur 1 min. 

5 ul aus dem Reaktionsprodukt wurden unter foigenden Bedingungen amplifiziert: 50 pi Reaktionsvoiumen, 10 mM 
Tris-HCl pH 8,3; 50 mH KC1; 200 pM dATP, dCTP, dTTP, dGTP; 200 nM Primer HBVsil, 200 nM Primer HBV5 (Se- 
quenzen s. oben), 40 Zyklen: 94°C fiir 20 s, 60°C fur 30 s, 68°( ' fiir 45 s. Vordenaturierung 10 min 95°Q Nachextension 
5 70°Cfur 10 min. 

Nachfolgend wurde eine Gelelektrophorese und eine GeneClean-Eludon wie beschrieben duruhgeflihrt. 
Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden mit Hilfe des TA- cloning Kit von Invitrogen in E.coli kloniert und die er- 
haltenen Plasmide binsichtlich ihrer Amplifizierbarkeit mit der Standardsonde iiberprutt. Hierzu wurden dem PXIR-Pro- 
^ lokoll fiir den Widtyp-Assay (s. Beispiel 1) noch 100 nN der KonLroilsequenz-spezifisehen Oligonukleodd-Sonde (SEQ 

10 ID Nr. 9) hinzugefugt Die Kontrollsonde war am 5 -Ende mit TET und am 3 -Ende mit TAMRA markiert Der Klon mit 
dem besten Hrgebnis wurde angeziichtet und die Plasmide nach Maxipraparation bei -80°C gelagert. 
/, Die Sequenz des Inserts wurde mit Hilfe des Tbq Cycle Sequencing Core-Kits, Perkin-Elmer, Weiterstadt, nach Her- 

J$ stelleranleitung bestimmt Die Sequenz entspricht der SEQ ID Nr. 8. 

^ 15 B) Experimentelle Implementation des Standardplasmids in den Assay 

Die DNA-Quantifizierung des Plasmids und die anschlieBende Sensitivitatsbestimmung der PCR binsichtlich der Sen- 
sitivity fiir den Kontrollstandard wurde nach dem Protokoll fur den Wildtyp- Assay (s. Beispiel 1) mit 100 nM beider 
% Sonden durchgefiihrt Die Experimente ergaben eine SensitivilaL von 20 Plasmiden pro Ansatz in 100% der Falle (n > 

20 500), 10 Plasmide in 99,97% der Falle (n = 30), 7 Plasmide in 80% der Falle (n = 20) und die sporadische Detektion von 
einem einzigen Plasmid im Reaktionsansatz. 

Oberprufung des Einflusses von Extraktkomponenten auf die Reaktion: Es wurden 7 bzw. 70 Plasmide nach erwahn- 
tem Protokoll amplifiziert (n = 40), dabei wurde der Halfte der Ansatze 10 pi Extrakt aus gepooltem Hepatitis B-negati- 
vem Blutspenderplasma, der anderen Halfte das gleiche Voluinen Wasser zugefiigt. Hierbei wurden keine Differenzen 
25 zwischen den Ansatzcn mit Poolmatcrial gegenuber denen mit Wasser geschen. 

Oberpriifung des Einflusses des Kontrollstandards auf die Sensitivitat fur den Wildtyp: 
Verdunnungsreihen der Hepatitis B-Referenzseren Eurohep 3 bzw. Eurohep 2 wurden zusammen mit einer 20 Plasmiden 
cntsprcchcndcn Mcngc an Kontrollscqucnz amplifizicrt Dicsc Ansatze wurden parallel mit Ansatzcn ohnc Kontrollsc- 
quenz amplifiziert. Es ergab sich keine Differenz in der Wildtyp-Sensiti vital. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden 
^ 30 Tabeile 1 gezeigt, wobei ein zur Detektion ausreichendes Signal und ein Ausbleiben eines positiven Signals (d. h. 

~& ein negatives Ergebnis) bedeuten. 

Tabeile 1 

35 Experimentelle Ergebnisse zur Sensitivitatsbestimmung des Wildtyp- Assays mit und ohne Inhibitionskontrollstand 

HBV-Genome Eurohep 1 Eurohep 2 Kontrollstandard 

pro ml 



40 



45 



ohne Standard mit St. ohne St. alt St. keln St. Standard 

1000 + + + + — ++ 

S00 + + + + ++ 

250 + - ++ 

125 + + ++ 

75 - - ++ 



50 Uberpriifung der Interferenz der Sondensignale 

Es konnte gezeigt werden, da8 die Detektion eines Sondensignals von der Standardsonde kein Signal im Detektions- 
bereich des Wildtyps erzeugt und umgekehrt Die Emission des nuoreszenzfarbstoffs FAM ist also sowohl von der des 
HEX als auch von der des 'IKr-mitausreichender Trennscharle zu detektieren. 

55 

Beispiel 3: Protokoll des PCR-Ansat/es mil Inhibidonskontrollstandard 

Folgendes Protokoll envies sich nach abschlieBender ex peri men teller Validierung als besonders gut geeignet fur die 
Durchfuhrung des Assays mit Standard: 

60 

50 ul Reaktionsvoiumen enthalten: 

1 x TAQMAN-PUFFER A mit ROX 
4,5 mM MgC12 
65 200 uM dATP, dCTP, dGTP 
700uMdUTP 

100 nM Sense-Primer HBVSC (SEQ ID Nr. 3) 
100 nM Scnsc-Primcr HBVST (SEQ ID Nr. 4) 
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100 nM Sense-Primer HBVSG (SEQ ED Nr. 5) 

300 nM Andsense-Primer HBVU (SEQ ID Nr. 6) 

100 nM Wildtyp-Sonde p380 (SEQ ID Nr. 7) 

100 nM Kontroll-Sonde STOSO (SEQ ID Nr. 9) 

l%(v/v) DMSO 

1 U Uracil-N-Glycosylase 

1,25 U AmpliTaq Gold DNA-Polymerase 

20 Plasmide Inhibitionskontrollstandard (mit SEQ ID Nr. K, s. Beispiel 2) 

10 pi Seruinex Iraki 

ad 50 pi mit destilliertem Wasser 

Amplifikalionsbedingungen 

55°C rur 2 min. 95°C fur lOmin. drei Xylclen hestehend aus 95°C/15 s und 60°C/45 s, 40 Zyklen bestehend aus 
93°C/10sund 60°C/20s. 

Amphfikation im Perkin-Elmer 7700 bzw. 9600+7200 gemaB Betriebsanleitung. Die Validierung des Assays ergab 
unter Bedingungen des Spenderscreening mit Hilfe von 96-Positionen Plasmapools eine Sensitivitat von 500 Viren/ml 
Einzelspendermaterial ira Pool ftirbeide Eurohep-Referen/seren. Die Ergebnisse sind in den Fig. la)- If) gezeigt. 

Bei Experimenten an in Negativserum verdiinntem Material waren in Einzelfallen bis zu 75 Viren/ml nachzuweisen. 

Beispiel 4 

Weiteres Protokoll des PCR-Ansatzes mit Inhibitionskontrollstandard: 

50 pi Rcaktionsvolumcn cnthaltcn: 

1 x TAQMAN-PUFFER A mit ROX 

3^mMMgCl 2 

200 pM dATP, dCTP, dGTP 

400pMdUTP 

200 nM Sense-Primer IIBVSC (SEQ ID Nr. 3) 

200 nM Sense-Primer HBVST (SEQ ID Nr. 4) 

200 nM Sense-Primer HBVSG (SEQ ID Nr. 5) 

600 nM Antisense-Primer IIBVU (SEQ ID Nr. 6) 

200 nM q380 Wildtyp-Sonde (komplementar zu SEQ ID Nr. 7) 

50 nm STDSO (SEQ ID Nr. 9) 

0,5-1,5% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) 

04 U Uracil-N-Glycosylase 

125 U AmpliTaq™ Gold DNA-Polymerase 

20 Plasmide Inhibitionskontrollstandard (mit SEQ ID Nr. S, s. Beispiel 2) 

10 bzw. 20 pi Serurnextrakt 

ad 50 pi mit destilliertem Wasser 

Amplifikalionsbedingungen 

50°C fur 2 min. 95°C fur 10 min. drei Zyklen bestehend aus 95°C/15 s, 60°C745 s, 40 Zyklen bestehend aus 93°C/10 s 
und 60°C/40 s. 

Die Ergebnisse waren noch besser als im Beispiel 3. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

5 (i) ANMELDER: 

(A) NAME: Kurt W. Roth 

(B) STRASSE: Kaiser-Friedrich-Ring 33 

(C) ORT: Wiesbaden 
10 (E) LAND: BRD 

(F) POSTLEITZAHL: D-65185 

(A) NAME: Christian Drosten 

is (B) STRASSE: Robert-Mayer-Str . 57 

(C) ORT: Frankfurt M. 

(E) LAND: BRD 

(F) POSTLEITZAHL: D-60486 



20 



25 



30 



35 



45 



50 



55 



60 



65 



(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zum Nachweis 
von HBV 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 9 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Tape 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYS TEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 

(EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
40 (A) LANGE: 3220 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis B Virus 
(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: Konsensus 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

ACTCCACAAC CTTCCACCAA ACTCTGCAAG ATCCCAGAGT GAGGGGCCTG 
TATTTTCCTG 60 
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CTGGTGGCTC CAGTTCAGGA ACAGTAAACC CTGTTCCGAC TACTGCCTCT 
CCCATATCGT 120 

CAATCTTCTC GAGGACTGGG GACCCTGCGC CGAACATGGA GAACATCACA 
TCAGGATTCC 180 

TAGGACCCCT GCTCGTGTTA CAGGCGGGGT TTTTCTTGTT GACAAGAATC 
CTCACAATAC 240 

CACAGAGTCT AGACTCGTGG TGGACTTCTC TCAATTTTCT AGGGGGAACA 
CCCGTGTGTC 300 

TTGGCCAAAA TTCGCAGTCC CCAACCTCCA ATCACTCACC AACCTCTTGT 
CCTCCAACTT 360 

GTCCTGGTTA TCGCTGGATG TGTCTGCGGC GTTTTATCAT CTTCCTCTTC 
ATCCTGCTGC 420 

TATGCCTCAT CTTCTTGTTG GTTCTTCTGG ACTATCAAGG TATGTTGCCC 
GTTTGTCCTC 480 

TAATTCCAGG ATCATCAACC ACCAGCACGG GACCATGCAA GACCTGCACG 
ACTCCTGCTC 540 

AAGGAACCTC TATGTTTCCC TCCTGTTGCT GTACAAAACC TTCGGACGGA 
AACTGCACCT 600 

GTATTCCCAT CCCATCATCC TGGGCTTTCG GAAAATTCCT ATGGGAGTGG 
GCCTCAGTCC 660 

GTTTCTCCTG GCTCAGTTTA CTAGTGCCAT TTGTTCAGTG GTTCGTAGGG 
CTTTCCCCCA 720 

CTGTTTGGCT TTCAGTTATA TGGATGATGT GGTATTGGGG GCCAAGTCTG 
TACAGCATCT 780 

TGAGTCCCTT TTTACCGCTG TTACCAATTT TCTTTTGTCT TTGGGTATAC 
ATTTAAACCC 840 

TAACAAAACA AAAAGATGGG GTTACTCCCT AAACTTCATG GGATATGTAA 
TTGGAAGTTG 900 

GGGGACATTG CCACAAGAAC ATATTGTACA AAAAATCAAA GAATGTTTTA 
GAAAACTTCC 960 

TGTAAACAGG CCTATTGATT GGAAAGTATG TCAACGAATT GTGGGTCTTT 
TGGGCTTTGC 1020 

TGCCCCTTTT ACACAATGTG GTTATCCTGC TTTAATGCCT TTGTATGCAT 
GTATTCAAGC 1080 

TAAGCAGGCT TTCACTTTCT CGCCAACTTA CAAGGCCTTT CTGTGTAAAC 
AATACCTGAA 1140 
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CCTTTACCCC GTTGCCCGGC AACGGCCAGG TCTGTGCCAA GTGTTTGCTG 
ACGCAACCCC 1200 

5 CACTGGCTGG GGCTTGGCCA TAGGCCATCA GCGCATGCGT GGAACCTTTG 
TGGCTCCTCT 1260 



GCCGATCCAT ACTGCGGAAC TCCTAGCCGC TTGTTTTGCT CGCAGCAGGT 
10 CTGGAGCAAA 1320 

CCTTATCGGG ACTGACAACT CTGTTGTCCT CTCCCGCAAA TATACATCGT 
TTCCATGGCT 1 1380 



GCTAGGCTGT GCTGCCAACT GGATCCTGCG CGGGACGTCC TTTGTTTACG 
TCCCGTCGGC 1440 



GCTGAATCCC GCGGACGACC CGTCTCGGGG CCGCTTGGGG CTCTACCGTC 
CCCTTCTCCG 1500 

TCTGCCGTTC CGGCCGACCA CGGGGCGCAC CTCTCTTTAC GCGGACTCCC 
CGTCTGTGCC 1560 

TTCTCATCTG CCGGACCGTG TGCACTTCGC TTCACCTCTG CACGTCGCAT 
GGAGACCACC 1620 

GTGAACGCCC ACCAGATCTT GCCCAAGGTC TTACATAAGA GGACTCTTGG 
ACTCTCAGCA 1680 



ATGTCAACGA CCGACCTTGA GGCATACTTC AAAGACTGTG TGTTTAAGGA 
35 CTGGGAGGAG 1740 

TTGGGGGAGG AGATTAGGTT AAAGGTCTTT GTACTAGGAG GCTGTAGGCA 
TAAATTGGTC 1800 

40 

TGCGCACCAG CACCATGCAA CTTTTTCACC TCTGCCTAAT CATCTCTTGT 
TCATGTCCTA 1860 

45 CTGTTCAAGC CTCCAAGCTG TGCCTTGGGT GGTTTGGGGC ATGGACATTG 
ACCCTTATAA 1920 

AGAATTTGGA GCTTCTGTGG AGTTACTCTC TTTTTTGCCT TCTGACTTCT 
50 TTCCTTCTGT 1980 

TCGAGATCTC C TAGACACCG CCTCAGCTCT GTATCGGGAG GCCTTAGAGT 
CTCCTGAGCA 2040 

55 TTTGTTCACC TCACCATACT GCACTCAGGC AAGCTATTCT GTGCTGGGGG 
GAAT TAATGA 2100 

CTCTAGCTAC CTGGGTGGGT AGTAATTTGG AAGATCCAGC ATCCAGGGAA 
m CTAGTAGTCA 2160 

GTTATGTCAA CACTAATATG GGCCTAAAGA TCAGGCAACT ATTGTGGTTT 
CACATTTCCT 2220 
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GTCTTACTTT TGGAAGAGAA ACTGTTCTTG AGTATTTGGT GTCTTTTGGA 
GTGTGGATTC 2280 

GCACTCCTCC AGCTTATAGA CCACCAAATG CCCCTATCTT ATCAACACTT 
CCGGAAACTA 2340 

CTGTTGTTAG ACGACGGGAC CGAGGCAGGT CCCCTAGAAG AAGAACTCCC 
TCGCCTCGCA 2400 

GACGAAGGTC TCAATCGCCG CGTCGCAGAA GATCTCAATC TCGGGAATCT 
CAATGTTAGT 2460 

ATTCCTTGGA CTCATAAGGT GGGAAACTTT ACGGGGCTTT ATTCTTCTAC 
TGTACCTGTC 2520 

TTTAATCCTG ATTGGCAAAC TCCCTCTTTT CCTAACATTC ATTTACAGGA 
AGACATTATT 2580 

AATAGATGTG AACAATTTGT GGGCCCACTT ACAGTAAATG AAAAAAGAAG 
ATTAAAATTA 2640 

ATTATGCCTG CTAGGTTTTA TCCTAATGTT ACCAAATATT TGCCCTTGGA 
TAAAGGTATT 2700 

AAACCTTATT ATCCAGAACA TGTAGTTAAT CATTACTTCC AAACTAGACA 
TTATTTACAT 2760 

ACTCTATGGA AGGCGGGTAT TTTATATAAG AGAGAAACTA GACGTAGCGC 
CTCATTTTGT 2820 

GGGTCACCAT ATTCTTGGGA ACAAGAGCTA CAGCATGGGA GGTTGGTCTT 
CCAAACCTCG 2880 

AAAAGGCATG GGGACGAATC TTTCTGTCCC CAATCCTCTG GGATTCTTTC 
CCGATCACCA 2940 

GTTGGATCCT GCCTTCAGAG CCAACTCAGA AAATCCAGAT TGGGACTTCA 
ACCCCAACAA 3000 

GGACAACTGG CCAGACGCCA ACAAGGTAGG AGCGGGAGCA TTCGGGCCAG 
GGTTCACCCC 3060 

ACCACACGGA GGTCTTTTGG GGTGGAGCCC TCAGGCTCAG GGCATACTAA 
CAACCGTGCC 3120 

AGCAGATCCT CCTCCTGCCT CCACCAATCG GCAGTCAGGA AGGCAGCCTA 
CCCCCCTCTC 3180 

TCCACCTCTA AGAGACACTC ATCCTCAGGC CATGCAGTGG 
3220 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 



(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 
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(A) LANGE: 22 oder 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetic" 

10 

(iv) MERKMAL: 

(D) SONSTIGE ANGABEN: n = 0 oder 1; 
15 Ni = C Oder G, N 2 = C oder T, N 3 = C oder T 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

20 (OnAACCTNiNzG TCCTCCAAN 3 T TGT 
22/23 



25 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetic" 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

40 

AACCTCCTGT CCTCCAACTT GT 
22 

« (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ARTDES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetic" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

CAACCTCTTG TCCTCCAATT TGT 
23 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 



(i) 

i 



50 



55 



fiO 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) S TRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHRE I BUNG : /desc = "Synthetic" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 

CAACCTGTTG TCCTCCAATT TGT 
23 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A)" BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetic" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

GATGAGGCAT AGCAGCAGGA T 
21 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetic" 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

AACGCCGCAG ACACATCCAG CGAT 
24 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 382 Basenpaare 
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(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

GTGTGTCTCG GCCAAAATTC GCAGTCCCCA ACCTCCAATC ACTCACCAAC 
CTCCTGTCCT 60 

CCAACTTGTC CTGGTTTGAC TGGTCAGTGT GGTCCGTCGT TTATCATCTT 
CCTCTTCATC 120 

CTGCTGCTAT GCCTCATCTT CTTATTGGTT CTTCTGGATT ATCAAGGTAT 
GTTGCCCGTT 180 

TGTCCTCTAA TTCCAGGATC AACAACAACC AGTACGGGAC CACGCAAAAC 
CTGCACGACT 240 

CCTGCTCAAG GCAACTCTAT GTTTCCCTCA TGTTGCTGTA CAAAACCTAC 
GGATGGAAAT 300 

TGCACCTGTA TTCCCATCCC ATCGTCCTGG GCTTTCGCAA AATACCTATG 
GGAGTGGGCC 360 



TCAGTCCGTT TCTCCTGGCT CA 
382 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetic" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

ACGACGGACC ACACTGACCA GTCA 
24 



Patenranspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis von HB V in einer Probe, welches den Schritt des Aussetzens der Probe einer Polyme- 
rase-Kettenreaktion (PCR) umfaBt, wobei das durch die PCR zu amplifizierende DNA-Stuck einem Teil des HBV- 
Genoms entspricht, der im Bereich von der Position 242 bis y.ur Position 482 des HB V-Genoms, gezahlt von der ein- 
zigen EcoRI-Schnittstelle irn Genom, hegt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die zu amplifizierende DNA eine Lange von 50 bis 100 Basenpaare aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 odcr 2, wobci das fur die PCR cingcsctztc Primcr-Paar die glcichc Schmclztcmpcra- 
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tur oder eine urn hochstens 2,5°C unterschiedliche Schmelztemperatur aufweist. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das durch die PGR zu amplifizierende DNA-Stiick 
einem Teil des HBV-Genoms entspricht, der im Bereich von der Position 340 bis zur Position 431 des HBV-Ge- 
noms, gezahlt von der einzigen EcoRI-Schnittstelle im Genom, liegL 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Nachweis von HB V durch das Anbinden einer 5 
Oligonukleotid-Sonde an die amplifizierle DNA-Sequenz erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Oligonukleotid-Sonde bereits zur PCR-Reaktion zugegeben wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Nachweis durch eine auf einer Markierung an der Oligonukleotid-Sonde 
beruhenden Signalanderung erfolgt, welche sich durch den Abbau der markierten Oligonukleotid-Sonde wahrend 
der PCR-Reaktion ergibt. 10 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der Schnielzpunkt der Oligonukleotid-Sonde mindestens 5°C uher dem 
Schmelzpunkt der Primer liegt 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei als PCR-Primer Oligonukleotide mit der SEQ ID 
Nr. 2 sowie SKQ f O Nr. 6 oder Sequenzhomologe dieser Oligonukleotide mit der MaBgabe, daB die Sequenzhomo- 
loge unter den gewahlten PCR-Bedingungen ein mit der zu amplifizierenden DNA spezifisches DNA-Hybrid bil- is 
den, eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei der Primer mil der SEQ ID Nr. 2 aus einer Zusammensetzung aus Oligonu- 
kleotiden besteht, die die Oligonukleotide mit den SEQ ED Nrn. 3, 4 und 5 umfassen. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei die Primer zusammen mit einer Oligonukleotid-Sonde der SEQ ID 

Nr. 7 oder der zur SEQ ID Nr. 7 komplementaren Sequenz oder Sequenzhomologe dieser Oligonukleotide mit der 20 
MaBgabe, daB die Sequenzhomologe unter den gewahlten PCR-Bedingungen ein mit der zu amplifizierenden DNA 
spezifisches DNA-Hybrid bilden, eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Oligonukleotid-Sonde der SEQ ID Nr. 7 an einem Ende mit einem 
Fluoreszenz-Reporter und am anderen Ende mit einem Fluoreszenz-Quencher markiert ist. 

13. Verfahren nach cincm der vorangehenden Anspriiche, wobei zur Kontrollc in der PCR cine Kontrollscqucnz 25 
coamplifiziert wird, die zumindest in der Primerregion mit der zu amplifizierenden HB V-Sequenz homolog ist, im 
amplifizierten Bereich jedoch gegeniiber der entsprechenden HBV-Sequenz mutiert ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die coaniplitizicrtc Kontrollscqucnz mit Ausnahmc der zum Hybridisic- 
rungsnachweis herangezogenen Sondenregion mit der zu amplifizierenden HBV-Sequenz identisch ist, und daB die 
Kontrollsequenz mit einer fur den mutierten Bereich spezifischen Oligonukleotid-Sonde nachgewiesen wird. 30 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Kontrollsequenz in der PCR aus einem DNA-Stuck coamplifiziert 
wird, welches die Sequenz mit der SEQ ID Nr. 8 oder Sequenzvarianten davon umfaBt mit der MaBgabe, daB die 
mdglichen Sequenzvarianten mit dem Sequenzbereich von Position 47 bis Position 138 der SEQ ID Nr. 8 identisch 
sind, und daB als Kontrollsequenzspezifische Oligonukleotid-Sonde ein Oligonukleotid mit der SEQ ID Nt 9 ein- 
gesetzt wird. 35 

16. Oligonukleotid, ausgewahlt aus der aus folgenden Oligonukleotiden bestehenden Gruppe: 

(a) Oligonukleotid mit der Nukleotidsequenz. von SEQ ID Nr. 2, 

(b) Oligonukleotid mit der Nukleotidsequenz von SEQ ED Nr. 6, 

(c) Oligonukleotid mit der Nukleotidsequenz von SEQ ID Nr. 7 oder der zur SEQ ID Nr. 7 komplementaren 
Sequenz und 40 

(d) Oligonukleotid mit der Nukleotidsequenz. von SEQ LD Nr. 9 oder der zur SEQ ID Nr. 9 komplementaren 
Sequenz. 

17. Oligonukleotid nach Anspruch 16, wobei die Oligonukleotide von (c) und (d) markiert sind. 

18. Oligonukleotid nac^ Anspruch 17, wobei die Markierung eine Markierung mit einem Fluoreszenz- Reporter am 

5 -Ende und eine Markierung mit einem Ruoreszenz-Quencher am 3 -Ende umfaBt. 45 

19. Oligonukleotid-Zusammensetzung, umfassend mindestens zwei der in den Anspriichen 16 bis 18 definierten 
Oligonukleotide. 

20. Oligonukleotid-Zusammensetzung nach Anspruch 19 mit den Oligonukleotiden der SEQ ID Nrn. 2 und 6. 

21 . Oligonukleotid-Zusammensetzung nach Ansprucli 19 oder 20, wobei das Oligonukleotid nut der SEQ ID Nr. 2 
selbst aus einer Zusammensetzung der Oligonukleotide von SEQ ID Nr. 3, 4 und 5 besteht. 50 

22. Plasmid, enthaltend ein DNA-Stuck mit der Sequenz von SEQ ID Nr. 8 oder Sequenzvarianten davon mit der 
MaBgabe, daB die mdglichen Sequenzvarianten mil dem Sequenzbereich von Position 47 bis Position 138 der SEQ 
ID Nr. 8 identisch sind. 

23. Test-Kit zum Nachweis von HBV, enthaltend: 

(a) eine Oligonukleotid- ZuA'anuiienselzung geinuB einem der Anspruehe 19 bis 21, 55 

(b) fur eine PCR-Reaktion erforderliche Nukleoiide, 

(c) eine hitzestabile DNA-Polymerase. 

24. Test-Kit nach Anspruch 23, enthaltend femer: 

(d) ein Plasmid gemaB Anspruch 22. 
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